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Chemisches Verfahren zur F6rderung der 
Proliferation von tierischen Zellen 

Die Erfindung betrifft Zellkulturen, insbe- 
5 sonders Tierzellkulturen, die aufgrund chemischer Mass- 
nahmen in serum- und insbesonders serum- und proteinfrei- 
er Omgebung wachsen und sich vermehren konnen, sowie Me- 
diumzusatze, welche es Tierzellen erlauben in protein- 
und serumfreier Umgebung zu wachen und sich zu vermehren. 

10 Ebenfalls betrifft die Erfindung tierische Zellkulturen, 
welche die Fahigkeit besitzen in Suspension zu wachsen 
und sich zu vermehren sowie Mediumzusatze, welche die 
obgenannten Eigenschaf ten vermitteln sowie Mediums zusat- 
ze, welche die Zell-Zelladhasion blockieren und auf diese 

15 Weise die Aggregatbildung von Tierzellen in Suspensions- 
kultur verhindern. 

Kulturen genetisch veranderter Sauge tier zel- 
len werden zur Herstellung von pharmazeutischen Substan- 
zen verwendet. Sie besitzen im Unterschied zu Mikroorga- 
20 nismen die Fahigkeit, postradiational modifizierte und 
richtig gefaltete Proteine herzustellen. Zum Wachstum be- 
nfitigen Saugetierzellen nebst der im Grundmedium enthal- 
tenen niedermolekularen Substanzen, Wachstumsf aktoren 
Oder Hormone, die iiblicherweise durch Zusatz von fotalen 
25 Blutseren beigegeben werden. Die Verwendung dieser Blut- 
seren bringt allerdings etliche schwerwiegende Probleme 
mit sich, sie stellen die grosste Gefahr von Kontamina- 
tionen des Produktionsprozesses mit Viren, Mycoplasmen 
und Prionen (Erreger der spongiformen Enzephalitis (BSE) ) 
dar. Wahrend Viren und Mycoplasmen durch leichtes Erhit- 
zen zerstfirt bzw. durch Filtration entfemt werden kdn- 
nen, ist dies bei Prionen wie dem BSE-Erreger nicht m6g- 
lich, ohne dabei die wichtigen Peptid-Wachs turns f aktoren 
zu zerstoren. Als weitere gravierende Nachteile des Ge- 
35 brauchs von fotalen Seren sind die wesentliche Erschwe- 
rung der Produktreinigung durch den hohen Fremdprotein- 
gehalt (uber 90 %) sowie die hohen Kosten zu erwahnen. Es 
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wird befurchtet, dass die im Serum enthaltenen Proteine 
zu allergischen Reaktionen bei Patienten fiihren konnen, 
wenn sie noch in Spuren im Endprodukt vorhanden sind. Zu- 
dem muss beim Gebrauch von Serum mit variierender Quali- 
5 tat gerechnet werden. Alter, Gesundheitszustand und Nah- 
rung der Tiere konnen die QualitSt des Serums stark be- 
einflussen. Dazu kommt, dass die Zusammensetzung des Se- 
rums wegen seiner Komplexitat im wesentlichen unbekannt 
ist, was eine exakte Prozesskontrolle verunmSglicht . 
10 Selbstverstandlich sprechen auch tierschiitzerische Aspek- 
te gegen die Verwendung von fStalen Seren, werden doch 
grosse Mengen in einem Produktionsprozess verwendet (ub- 
lich sind Kulturmedien mit bis 2u 10 % fotalem KSlbetse- 
rum) . 

15 Wachstumsf aktoren regulieren das Wachstum und 

die Diff erenzierung von tierischen Zellen. Sie werden von 
spezifischen Rezeptoren auf der Zelloberf lache erkannt 
und induzieren damit ein intrazellulares Signal, das zur 
DNA-Synthese sowie letztendlich zur Teilung der Zelle 

20 fuhrt (Chao, M, V, Cell 68, 995-7 (1992)). Nebst den 
aktivierenden Wachstumsf aktoren gibt es auch solche, 
welche das Wachstum von tierischen Zellen inhibieren. 
Diese Faktoren spielen als Antagonisten eine wesentliche 
Rolle bei der Regulation des Wachs turns im gesamten Orga- 

25 nismus. C. Gandor, Diss. ETH Nr. 10087 zeigte, dass ge- 
wisse Zellen in Kultur iiber einen autokrinen Stimula- 
tionsmechanismus zum Wachstum angeregt werden. Dabei wur- 
de das Augenmerk auf positiv wirkende Faktoren gelegt. 

Es wurde gezeigt, dass CHO-Zellen durch Muta- 

30 genese mit Ethylmethansulf onat an eine serumfreie Umge- 
bung angepasst werden konnen und es sind auch Protokolle 
bekannt, welche die spontane Mutation ausnutzen, urn nach 
monatelanger Selektion eine serumfrei wachsende Zellinie 
zu erhalten (C. Gandor, Diss. ETH Nr. 10087). Diese Me- 

35 thoden haben den Nachteil, dass sich die Zelle in beiden 
Fallen durch Mutationen in unbekannter Weise andert. Soil 
beispielsweise ein bestehender Produktionsprozess auf se- 
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rumfreies Medium umgestellt werden, ist keineswegs si- 
chergestellt, dass bei dem mehrere Monate dauernden 
Prozess die erwunschten Eigenschaf ten der Produzenten- 
zelle erhalten bleiben. Mutationen im Produktgen Oder in 
5 einem Gen, das das Produkt posttranslational modifiziert, 
kfinnten verheerende Folgen haben. 

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass 
durch die Ueberexpression von zellzyklusregulatorischen 
Proteinen (Cycline, Transkriptionsf aktoren) das Wachstum 

10 in serum- und proteinf reier Umgebung sowie in Suspension 
ermoglicht wird (Bailey; Vortrag, "Cell Culture Engineer- 
ing" , San Diego, 8.3.1994). Dabei wurde in den 
aktivierenden Teil der Wachstumsregulation eingegrif f en, 
was zur Proliferation der Zellen fuhrte. Vorteil dieser 

15 Methode ist, dass durch dieses genau definierte Verfahren 
innert kurzer Zeit eine protein- und serumfrei wachsende 
Zellinie erhalten wird. 

Viele Zellen benotigen zum Wachstum und zur 
Vermehrung nebst Wachstumsfaktoren eine Oberf ISche auf 

20 der sie adh&rieren konnen. Diese muss dazu speziell be- 
schichtet sein. Beim Scale up eines biotechnologischen 
Prozesses stellt diese Oberf ISchenabhangigkeit ein gros- 
ses Problem dar. Roller bottles, an denen die Zellen ad- 
harieren, eignen sich nicht zur Massstabsvergrosserung, 

25 iiblicherweise werden die Zellen zur Produktion in gross- 
volumigen Reaktoren auf Microcarriern gezuchtet. Im Ku- 
bikmetermassstab stellt die Verwendung solcher Micro- 
carrier einen wesentlichen Kostenfaktor dar, vollig sus- 
pendiertes Wachstum ist daher von grossem Vorteil. Auch 

30 ist die unvermeidliche Inhomogenitat der Suspension bei 
der Verwendung von Microcarriern problematisch . Einige 
Zelltypen zeigen als Reaktion auf den Entzug von entspre- 
chenden Oberflachen starke Aggregatbildung . Dabei sterben 
durch die fehlende Vaskualisierung die im Inneren eines 

35 Aggregates liegenden Zellen ab; der Anteil lebender Zel- 
len in einer solchen Kultur ist entsprechend gering. Of- 
fenbar existieren mehrere Mechanismen, die zur Aggregat- 
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bildung fiihren konnen. Es konnte gezeigt werden, dass die 
aus toten Zellen austretende chromosomale DNA Nachbarzel- 
len verklebt und so zur Ausbildung grosser Aggregate fuh- 
ren kann (W. Renner et al., Biotechnology and Bioengi- 
5 neering 41, 188-193 (1993)). Durch Zugabe von DNase wird 
diese Art der Verklumpung verhindert resp. ruckgangig ge- 
macht. Of fensichtlich existieren auch Arten der Verklum- 
pung, die auf anderen Mechanismen beruhen. Diese Aggre- 
gate entstehen auch ohne das Vorhandensein toter Zellen , 

10 es handelt sich dabei um einen Adhasionsvorgang der Zel- 
len aufeinander. Wahrend die erstgenannte Art der Aggre- 
gatbildung durch eine schonende Ziichtung (mit entspre- 
chend geringem Anteil toter Zellen) verhindert werden 
kann, bedarf es zur Verhinderung der zweitgenannten Art 

15 der Aggregation einer aktiven Blockierung der entspre- 
chenden biologischen Ablaufe. 

Obwohl tierische Zellen zur Produktion von 
bereits kommerziell vertriebenen pharmazeutischen Wirk- 
stoffen verwendet werden, stellt die Verwendung von fo- 

20 talen Blutseren als Zusatz im Kulturmedium ein in jeder 
Hinsicht unbef riedigendes System dar. Die hohe Gefahr von 
Kontaminationen (Viren, Mycoplasmen, Prionen sowie aller- 
gen wirkende Serumproteine ) , die Erschwerung der Produk- 
tereinigung, variirende Qualitat des Serums, die hohen 

25 Kosten sowie ethische und tierschutzerische Aspekte spre- 
chen klar gegen eine weitere Verwendung dieser Mediumzu- 
satze. Die durch die Oberf lachengebundenheit der Zellen 
auftretenden Probleme in biotechnologischen Prozessen 
konnen zwar durch den Einsatz von Microcarriern gelost 

30 werden, die hohen Kosten der Carrier beeinflussen die 
Wirtschaf tlichkeit des Prozesses jedoch enorm. 

Es besteht deshalb ein Bedurfnis fur ein 
serum- und proteinf reies Wachstumsmedium, in dem Zellen 
ohne spezielle Mutagenese oder gentechnologische Verande- 

35 rung prolif erieren konnen- Die Bereitstellung eines Medi- 
ums, welches tierischen Zellen durch extrazellulare Mass- 
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nahmen suspendiertes Wachstum ermoglicht, war Aufgabe der 
vorliegenden Erfindung. 

Es ist bekannt, dass Suramin Natrium die Bin- 
dung von verschiedenen Wachstumsfaktoren an den entspre- 
chenden Rezeptoren hemmt, wodurch auch die Proliferation 
dieser zellen gehemmt wird. Voogd, T.E. et al. Pharmaco- 
logical Reviews, 45, 177-203 (1993). Unter den Wachstums- 
faktoren, bei welchen der erwahnte Effekt von Suramin Na- 
trium beschrieben wurde, waren unter anderem bFGF, IGF I 
und II, PDGF, TGF beta etc. Selbst der mitogene Effekt 
von fotalem Kalberserum konnte auf diese Art unterdruckt 
werden. Die Vielfalt der Effekte von Suramin Natrium in 
bezug auf Wachstumsf aktorregulation lasst auf einen eher 
generellen Mechanismus schliessen. Die favorisierte Hypo- 
these geht von einer Maskierung des Wachstumsfaktors mit 
Suramin Natrium aus. in all den bisher beschriebenen Fal- 
len hatte Suramin Natrium eine wachstumsinhibierende Wir- 
kung, es wurde daher schon versuchsweise als Chemothera- 
peutikum gegen Krebs eingesetzt. 

Ueberraschenderweise konnte nun gezeigt wer- 
de, dass tierischen Zellen durch Zugabe von suraminahnli- 
chen Verbindungen, insbesonders Suraminsalzen wie Suramin 
Natrium, zum Kulturmedium suspendiertes Wachstum in 
serum- und/oder proteinf reier Umgebung ermSglicht werden 
kann. Unter suraminahn lichen Verbindungen sind Stoffe zu 
verstehen, die mindestens teilweise die raumliche Struk- 
tur des Suramins aufweisen, z.B. die Symmetrie, die ioni- 
sche Gruppen wie Sulfono- oder Phosphonogruppen , sowie 
aromatische Funktionen enthalten, insbesonders zumindest 
teilweise wasserlosliche Salze eines sulf onierten, gege- 
benenfalls alkylsubstituierten aromatischen Oligoamid- 
harnstoffs der allgemeinen Formel I 
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(Ar - X ) p -Ar 

*'m *'m < worin 

Ar = unabhSngig voneinander Phenyl Oder 

5 Naphthyl ist, 

R = unabhSngig voneinander Wasserstof £ oder 

eine niedere Alkylgruppe mit 1 bis 4 C- 

Atomen bedeutet, 

R' = -SO3Y ist, wobei 

10 Y = unabhangig voneinander ein Aequivalent 

eines Kations ist, insbesonders Na, K, 

Li 0 

ii 

X = unabhangig voneinander -NH-C- oder. 
O 

15 fl 

-NH-C-NH- bedeuten, 

n und m unabhangig voneinander ganze Zahlen 
von 0 bis 7 bedeuten, deren Summe pro 
Ar nicht grosser als 7 ist und wobei 
20 pro Gesamtmolekiil mindestens ein Sub- 

stituent R' vorhanden sein muss, und 

p =1 bis 20 ist. 

Bevorzugte Oligoaraidharnstof f e sind in den 
abhangigen Anspriichen 3 bis 6 beschrieben. 
25 Durch Zugabe von z.B. Suramin Natrium zum 

Nahrmedium lassen sich Zellinien, welche zuvor serum-, 
protein- und/oder oberf lachenabhangig gewachsen sind, 
serum- und proteinfrei sowie als Einzelzellsuspension mit 
sehr geringer Aggregatbildung zuchten. Erf indungsgemass 
30 geziichtete Zellkulturen sind in den Bildern und Figuren 
veranschaulicht • 

Bild 1 zeigt CHO Kl Zellen 4 Tage nach Trans- 
fer in unsupplementiertes FMX 8 Medium, 

Bild 2 zeigt CHO Kl Zellen 4 Tage nach Trans- 
35 fer in FMX 8 Medium supplementiert mit 0,5 mg/mnl Suramin 
Natrium, 

Figur 3 zeigt das Wachstum von CHO Kl Zellen 
in Spinnerkultur , 
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Figur 4 zeigt das Wachstum von CHO Kl:cycE 
Zellen im COLOR Bioreaktor, 

Figur 5 zeigt das Wachstum von tPA produzie- 
renden CHO Zellen (CHO 1-15500; ATCC Nr. CRL 9606), 

Bild 6 zeigt die Morphologie von BHK 21 Zel- 
len in Adharenzkultur in unsupplementiertem FMX 8 Medium, 

Bild 7 zeigt die Morphologie von BHK 21 zel- 
len in Suspensiohskultur in unsupplementiertem FMX 8 Me- 
dium, 

Bild 8 zeigt die Morphologie von BHK 21 Zel- 
len in FMX 8 Medium supplementiert mit 1 mg/ml Suramin 
Natrium, 

Figur 9 zeigt das UV-Dif ferenzspektrum einer 
1 mg/ml BSA Losung, welcher 99,9 % des Suramin Natrium 
(0,5 mg/ml) durch Ultrafiltration in 1 M NaCl Losung ent- 
zogen wurden gegen eine reine BSA Losung, und 

Figur 10 zeigt das UV-Dif ferenzspektrum einer 
1 mg/ml BSA Losung, welche 1/1000 der Mediumskonzentra- 
tion von Suramin Natrium (0,5 ug/ml) enthalt gegen eine 
20 reine BSA Losung. 

Es wurde bereits friiher beobachtet, dass sich 
CHO Zellen nach dem Transferieren in ein neues Kulturge- 
fass ein bis zweimal teilen und erst dann in einen ruhen- 
den Zustand ubergehen. Es ist moglich, dass dies mit der 
Produktion von Faktoren zusammenhangt , die die Polifera- 
tion inhibieren und dass solche inhibierend wirkenden 
Faktoren beim Zusatz von fotalen Blutseren durch die in 
hoher Konzentration vorhandenen aktivierenden Faktoren 
kompensiert oder uberspielt werden. Offenbar wird eine 
gewisse zeit fur die Produktion resp. Demaskierung der 
die Proliferation hindernden Faktoren, beispielsweise in- 
hibierende Faktoren, benotigt, urn eine aktive Schwellen- 
konzentration zu erreichen. Durch Zugabe von Suramin 
Natrium resp. diesera ahnliche Verbindungen ist es nun 
moglich, serum- und proteinfrei wachsende CHO Zellen ohne 
Adaptationsphase in einem vollig serum- und proteinf reien 
Medium (z.B. dem FMX-8 Medium der Firma Messi Cell 
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Culture Technologies, Zurich) zu ziichten. Es wird ange- 
nommen, dass die Wirkung der suraminahnlichen Substanzen 
primar extrazellular ist, intrazellulare Wirkungen sind 
als unwahrscheinlich einzustufen. Die sechs Sulf onatgrup- 
5 pen des Suramins selbst lassen einen Durchgang durch die 
Zellmembran als unwahrscheinlich erscheinen. 

Die Wachstumsraten in suraminhaltigem Medium 
variieren leicht von Zelllinie zu Zellinie etwa in dem 
Masse, wie dies schon in der serumhaltigen urspriing lichen 

10 Kultur der Fall ist. Wochentliche Verdunnungsraten im se- 
rum- und proteinfreien FMX-8 Medium liegen im Bereich von 
1/25 bis 1/250 und sind somit sehr geeignet fur den Ein- 
satz in einem Produktionsprozess . Diese gunstigen Effekte 
konnten bei mehreren Produktionszellinien beobachtet wer- 

15 den, so z.B. bei CHO Produzentenzellen fur tPA oder der 
ursprunglichen CHO Kl und DUKX Zelllinien. 

Suramin Natrium hatte selbst im Fall von be- 
reits serum- und proteinfrei wachsenden CHO Zellen eine 
iiberaus positive Wirkung • Diese Zellen waren vorgangig 

20 mit einem Expressionsvektor fur Cyclin E transfiziert 

worden. Nach Zugabe von Suramin Natrium konnte schnelle- 
res Wachstum, ein hoherer Lebendzellanteil sowie eine 
deutlich hohere Endzellkonzentration beobachtet werden. 
Of f ensichtlich ist bei diesen Zellen weiterhin ein extra- 

25 zellularer Inhibitionsmechanismus aktiv, welcher durch 
Suramin unterdriickt wird. 

Baby Hamster Kidney Zellen (BHK 21) werden 
ebenfalls zur Produktion von pharmazeutisch wirksamen 
Substanzen eingesetzt. Dabei werden Medien verwendet, 

30 welche entweder fotales Kalberserum als Zusatz enthalten 
oder Wa chs turns faktoren und Proteine wie Transferrin und 
Insulin. Ueberraschenderweise ist es den Erfindern gelun- 
gen BHK 21 Zellen in einem ursprunglich fiir CHO Zellen 
entwickelten Medium zu ziichten (FMX 8 Medium der Firma 

35 Messi Cell Culture Technologies Zurich, F. Messi, Diss. 
ETH Nr. 9559(1991)). Dabei wurde ein sehr schnelles 
Wachstum und ein hoher Lebendzellanteil beobachtet. 
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Wochentliche Verdunnungsraten von 1/100 konnten uber min- 
destens drei Monate lang aufrecht erhalten werden. Die 
Morphologie der Zellen war dabei, wie in Bild 6 2U er- 
kennen, ausgebreitet und adharent. 

BHK 21 Zellen konnen jedoch altemativ auch 
als suspendierte Einzelzellkultur geziichtet werden mit 
extrem geringer Aggregatbildung . Dabei ist ein weiterer 
posxtiver wie iiberraschender Effekt von Suramin Natrium, 
dass es Zell-zell und Zell-Substrat Adhasionsprozesse 
blockiert. Oberflachengebunden wachsende CHO Oder BHK 21 
Zellen wachsen nach Zugabe von 0,5 - l mg/ml Suramin Na- 
trium zum Kulturmedium in Suspension als Einzelzellkul- 
tur. in all den oben beschriebenen Fallen konnte eir> 
vollstandiger Uebergang zu abgerundeter Morphologie und 
suspendiertem Wachstum beobachtet werden (siehe Bild 8). 

Baby Hamster Kidney Zellen bilden in Suspen- 
sionskultur (z.B. Spinnerkultur ) in Medien mit oder ohne 
Serum und Proteinen spharische Aggregate aus, welche da- 
durch gekennzeichnet sind, dass sich die Zellen aufeinan- 
der und auf schon bestehenden Aggregaten ausbreiten (sie- 
he Br Id 7). Diese Art der Aggregation unterscheidet sich 
deutlich von jener der CHO Zellen. Die Adhasion von BHK 
21 Zellen aneinander ist ein aktiver Prozess. Dieser Ad- 
has^onsprozess kann durch Zugabe von Suramin Natrium ins 
Nahrmedium verhindert werden. BHK 21 Zellen wachsen so 
als Einzelzellsuspension, es kann keine Ausbreitung der 
Zellen aufeinander beobachtet werden (siehe Bild 8) Da- 
mt Srh6ht sich der ^ebendzellanteil von BHK Zellkulturen 
enorm. Die NShrstof fversorgung ist nicht mehr limitiert 
w ie dies in. Inneren von Zellaggregaten der Fall ist In 
biotechnologischen Prozessen mit tierischen Zellen ist 
das vollkommen suspendierte Wachstum ein grosser Vorteil 
Die vermeidung teurer Microcarrier vereinfacht und ver- 
bxlligt den Prozess enorm. Das Einphasensystem erlaubt 
zudem eine homogenere Prozess fuhrung und -kontrolle. 

Suraminahnliche Verbindungen werden dem Zell- 
kulturmedium in Mengen von 8 -10-5 bis 10"3 molar zuge- 
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geben, Suramin Natrium vorzugsweise in Mengen von 0,2 - 1 
mg/ml. In diesem Konzentrationsbereich werden keinerlei 
toxische Effekte beobachtet (LD 50 in Maus =6 20 mg/kg 
Korpergewicht i.v.). Die Verwendung von Suramin Natrium 
5 als solches in Zellkulturprozessen ist ebenfalls unbe- 
denklich, da die Substanz selbst als therapeutisches Pro- 
dukt fur Menschen zugelassen ist und somit samtliche kli- 
nischen Tests zur Ermittlung eventueller Toxizitat er- 
folgreich durchlaufen hat. 
10 Suramin Natrium ist konunerziell erhaltlich 

und relativ guns tig f so dass es, obschon es dem Medium in 
relativ hoher Henge zugegeben wird, nur einen minimen 
Kostenfaktor darstellt, der - verglichen mit den Kosten 
eines Zellkulturprozesses - absolut vernachlassigbar ist, 
15 Es wird angenommen , dass die Wirkung von 

Suramin Natrium durch relativ unspezif ische Wechselwir- 
kungen mit Proteinen zustandekommt . Somit muss auch davon 
ausgegangen werden , dass eine Wechselwirkung zwischen 
Suramin Natrium und dem gewiinschten Endprodukt besteht, 
20 eventuell sogar eine Bindung auftritt. Es ist daher von 
grosser Wichtigkeit, Methoden zur Hand zu haben, mit wel- 
chen sich Suramin Natrium aus dem Endprodukt entfernen 
sowie nachweisen lasst. Eine giinstige Methode zur Entfer- 
nung ist Ultrafiltration nach der Neutralisierung von 
25 ionischen Wechselwirkungen . So konnten in einem Schritt 
99.9 % der urspriinglich vorhandenen Menge Suramin Natrium 
aus einer Proteinlosung entfernt werden. Der Restgehalte 
entsprach 1 Molekul Suramin Natrium pro 5 Molekiilen Rin- 
der Serum Albumin, einem Protein, das wegen seiner hohen 
30 Adsorptionsfahigkeit als Modellprotein gewahlt wurde. Zum 
Nachweis von Suramin Natrium wurde in der vorliegenden 
Arbeit UV Spektroskopie gewShlt. Durch die aromatischen 
Gruppen im Molekul kann ein charakteristisches Absorp- 
tionsmaximum bei 310 nm zur Detektion herangezogen wer- 
35 den. Die in Proteinen enthaltenen Aromaten (Phe, Tyr, 
Trp) absorbieren allesamt bei niedrigeren Wellenlangen . 
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Beispiel 1 



10 



15 



20 



25 



30 



Serum- und proteinfreies w* chstum von run vi 
Zellen 

Zum Uebergang von serum- und oberf lachenab- 
hangigem Wachstum 2U serum- und proteinfreiem Wachstum in 
Suspension wird keinerlei Adaptations- oder Selektions- 
phase benotigt. Die Zellen einer konfluenten TVS Flasche 
werden durch Trypsinisierung (Life Technologies) abgelSst 
und zur Inaktivierung des Trypsins in 10 ml einer 1 mg/ml 
Soybean Trypsin Inhibitor (Sigma) Losung in Medium aufge- 
nommen. 0,2 ml dieser Zellsuspension werden in 25 ml- FMX 
8 Medium aufgenommen, welches Suramin Natrium (Bayer AG) 
in einer Konzentration von 0,5 mg/ml enthalt. Dieser 
Zellkultur wird nach 4 Tagen 25 ml des gleichen suramin- 
haltigen Mediums zugegeben. Nach einer Woche kann die 
Kultur durch einf aches Verdiinnen 1/50 gesplittet werden. 
( 1 ml Kultur in 24ml f risches Medium plus ref eed nach 4 
Tagen etc.). Auf diese Weise wurden CHO Kl Zellen wahrend 
drea. Monaten stabil in Kultur gehalten. CHO Kl zellen 
sind vier Tage nach dem Serumentzug in Medium ohne Sura- 
min Natrium auf Bild 1 sowie in Medium mit Suramin Natri- 
um auf Bild 2 dargestellt. CHO Kl Zellen wurden zur Be- 
stimmung der Wachstumsparameter in 0,5 1 Spinnerf laschen 
(Technomara) in FMX 8 Medium mit 0,5 g/1 Suramin Natrium 
Zusatz gezuchtet. Wachstumskurven dieser Kultur sind Fi- 
gur 3 zu entnehmen. Zelldichten wurden nach Trypanblau- 
farbung im Hemacytometer bestimmt. Glukosekonzentrationen 
wurden mit Hilfe eines YSI Glucoseanalysers bestimmt. 
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Beispiel 2 

Serum- und proteinf reies Wachstum von CHO 
KlcvcE Zellen 

5 Suramin Natrium hat ebenfalls einen gunstigen 

Einfluss auf das Wachstum von CHO Zellen, welchen durch 
andere Methoden das Wachstum in serum- und proteinf reiem 
Medium ermoglicht wurde. Dazu wurden Vergleichskulturen 
angesetzt, welche unter sonst identischen Bedingungen in 
10 Medien mit resp. ohne Suramin Natrium-Zusatz kultiviert 
wurden . 

Herstellung von Kl cvc E-Zellen 
15 Die cDNA des humanen Cyclin E Gens kann durch 

Standard-Hybridisierungsverfahren aus einer HeLa cDNA- 
Bank isoliert werden. Samtliche folgenden Methoden sind 
Standard Labor Technik und wurden nach Sambrook et al. 
ausgefuhrt. HeLa mRNA wurde mit Hilfe eines mRNA Extrak- 
20 tionskits der Firma Pharmacia isoliert. Nach cDNA Syn- 
these und Einbau in den Phagen lambda entsprechend Her- 
stellerangaben (Stratagene) wurde mittels Standard Hy- 
bridisierungstechniken die cDNA des humanen Cyclin E Gens 
isoliert ( Sambrook , J . , Fritsch f E.F. undManiatis, T. 
25 Molecular cloning Cold Spring Harbor Laboratory Press 

(1989)). Nach in vivo Excision ("Zappen" ) der cDNA-Bank 
entsprechend Herstellerangaben lag die cDNA im Plasmid 
pBluescript vor. Nach Restriktionsverdau mit Eco RI liess 
sich ein Fragment mit einer Grosse von 2.5 kb aus einem 
30 0.8 % low melt-Agarose Gel isolieren. Nach dem Lineari- 
sieren des Vektors pRc/CMV (Invitrogen) mit dem Restrik- 
tionsenzym Bst XI wurden Fragment und Vektor mit dem 
Klenowenzym aufgefiillt. Nach Ligation und Transformation 
in den E.coli Stamm DH5alpha und Identif izierung eines 
35 Konstruktes in Sinn-Orientierung wurden grossere Mengen 
des Expressionsvektors mit dem FlexiPrep Kit (Pharmacia) 
hergestellt . 
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10 



CHO Kl Zellen wurden so in eine Kulturschale 
einer - Six-well-plate" (TPP) eingesat, dass am Tag der 
Transfektion 50-70 % Konfluenz erreicht wurde. Dabei be- 
fanden sich die Zellen in Medium das 10 % fStales KSlber- 
serum enthalt (z.B. Ham's F12, Gibco BRL) . 

Zur Lipofektion wurden als erstes zwei Scha- 
len einer 24 well-plate jeweils mit 100 ul FMX-8 Medium 
gefullt. In eine dieser Schalen wurden 10 ul LipofektAmin 
(Gibco) und in die andere 1-2 ug DNA des pRC Cyclin E Ex- 
pressionsvektors gegeben. Nach Mischung der beiden Ldsun- 
gen wurde 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. In der 
Zwischenzeit wurden die CHO Kl Zellen dreimal mit serum- 
freiem FMX-8 Medium gewaschen. Nach Zugabe von 800 ul Me- 
dium zu den 200 ul LipofektAmin/DNA Mischung wurde dieses 
15 Reagenz zu den gewaschenen Zellen gegeben. Nach 6h Inku- 
bation bei 37«»C und 5% C02 wurden weitere 1.5 ml FMX 8 
Medium zugegeben . 

24 h nach Beginn der Lipofektion wurden die 
Zellen durch Trypsinisierung abgelost. Dazu wurde das 

20 Medium entfemt, 1 ml Trypsinlosung (Gibco BRL) zuge- 
geben, etwa 1 min bei leichtem Schiitteln gewartet, das 
Trypsin abgesogen und etwa 10 min bei 37 °C und 5% C02 
inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden in 2 ml FMX 8 
Medium aufgenommen, das 1/1000 (w/vol) Trypsininhibitor 

25 (Sigma) enthielt. 

Die Kulturf laschen wurden wahrend der ersten 
drei Wochen mit Fibronectin (Boehringer Mannheim) be- 
schichtet (lug/cm*), um in der Uebergangsphase den Zellen 
die Adhasion zu erleichtern. 

30 1 ml sowie 0.5 ml der abgelosten Zellen wur- 

den nun in 5 ml FMX 8 Medium in T-25 Kulturf laschen 
aufgenommen und inkubiert. Da die Effizienz der Lipofek- 
tion, sowie der Anteil an uberlebenden Zellen nach der 
Lipofektion variieren konnen, ist es ratsam beim Subkul- 

35 tivieren verschiedene Zellkonzentrationen einzusetzen 
das Ueberleben der Kulturen zu sichern. 



um 
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Nach einigen Tagen Proliferation, die auf 
transiente Expression des Cyclin E Gens zuriickzuf iihren 
ist, wird ublicherweise nach einer Woche ein vortiberge- 
hender Ruckgang der Proliferation beobachtet, bis die 
5 Zellen, die den Vektor stabil eingebaut haben, die Kultur 
uberwachsen haben. Daher muss von Fall zu Fall, die Ver- 
diinnungsrate eingestellt werden. Trotzdem ist es ratsam, 
jede Woche zu subkultivieren, da offenbar Ruckstande to- 
ter Zellen am Plastik inhibierend wirken. 

10 Nach einer Woche wurde die Kultur in eine be- 

schichtete T-75 Flasche transferiert (Verdiinnungsrate 1/2 
bis 1/5). Nach etwa drei Wochen weiterer Kultivierung rait 
Verdiinnungsraten zwischen 1/2 und 1/20, liessen sichdie 
Zellen mit wochentlichen Verdiinnungsraten von 1/40 in un- 

15 beschichteten Kulturf laschen ziichten. Diese Zellen konnen 
in serum- und proteinf reiem FMX-8 Medium wahrend langer 
Zeit in Kultur gehalten werden. 



20 Einfluss von Suramin Natrium auf das Wachstuin 

von CHQ Kl cvc E Zellen 

In T-Flaschen zeigt sich der Unterschied 
durch eine deutlich hohere Endzelldichte sowie durch die 
grossere wochentliche Verdiinnungsrate von 1/250, mit wel- 
25 cher diese Zellen gezuchtet werden konnen, im Vergleich 
zu 1/50 ohne Suramin Zusatz. 

Figur 4 zeigt die Wachs turns parameter von CHO 
KlcycE Zellen mit Zusatz von 0,5 mg/rol Suramin Natrium im 
compact loop Bioreaktor (Bioengineering) . Die physikali- 
30 schen Parameter wurden wie folgt eingestellt: Arbeitsvo- 
lumen 2,3 1; Tempera tur 37°C / pH 7,3; p0 2 50% Luftsauer- 
stof f sattigung; Riihrerdrehzahl 580 rpm. Zelldichten wur- 
den nach Trypanblauf arbung im Hemacytometer gezahlt. Glu- 
kosekonzentrationen wurden mit Hilfe eines YSI Glucose- 
35 analysers bestimmt. 

Ein Vergleich der Wachstumsparameter von CHO 
Kl eye E-Zellen mit und ohne Suramin Natrium Zusatz ist 
der Tabelle zu entnehmen. 
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Tabelle 

ohne Suramin mit Suramin 

Zelldichte pro ml 800 '000 2 '700 '000 

Wachstumsrate (pro Tag) 0.8 1.05 

5 Verdoppelungszeit (Std.) 21 15. 8 



Beispiel 3 

10 Serum- und protei nf reies Wachstum von 1-pa 

produzierenden CHn Zellen (CMO 1-1S50Q; ATCC 
Nr. CRL-960fi) 

Der Uebergang dieser Zellinie in serum- und 
proteinf reies Medium wird wie unter Beispiel 1 vollzogen. 

15 CHO tPA Zellen werden in FMX 8 Medium mit 0,5 mg/ml Zu- 
satz Suramin Natrium gezuchtet. Die dabei zu erreichenden 
wochentlichen Verdiinnungsraten liegen ebenfalls bei 1/50. 
Die Morphologie dieser Zellen anderte sich in selbem Mas- 
se wie in Beispiel 1 fur CHO Kl Zellen beschrieben. Die 

20 Wachstumsparameter der CHO tPA Zellen sind in Figur 5 
dargestellt. 



Beispiel 4 



25 



30 



Serum- und Proteinf reies *dharentes Wachstum 
von BHK 21 Zellen 

BHK 21 Zellen k6nnen im serum- und protein- 
freien FMX 8 Medium der Firma Messi Cell Culture Techno- 
logies adhSrent gezuchtet werden. Zum Uebergang von se- 
rumabhSngigem Wachstum zu serum- und proteinf reiem Wachs- 
tum in Suspension wird keinerlei Adaptations- oder Selek- 
tionsphase benotigt. Die Zellen einer konfluenten T75 
Flasche (TTP) werden durch Trypsinisierung abgelost und 
35 zur Inaktivierung des Trypsins in 10 ml einer 1 mg/ml 

Soybean Trypsin Inhibitor (Sigma) Losung in Medium aufge- 
nommen. 0,1 ml dieser Zellsuspension werden in 25 ml FMX 
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8 Medium aufgenommen. Nach 4 Tagen werden 25 ml FMX 8 Me- 
dium zugegeben und nach 1 Woche trypsinisiert wie oben 
beschrieben. BHK 21 Zellen konnten auf diese Weise minde- 
stens drei Monate lang mit wochentlichen Verdiinnungsraten 
5 von 1/100 geziichtet werden. Die Morphologie der Zellen in 
Adharenzkultur ist auf Bild 6 abgebildet. 

Beispiel 5 

10 

Einzelzell-Suspensionskulturen von BHK 21 
Zellen 

BHK 21 Zellen kSnnen alternativ auch in Sus- 
pension geziichtet werden. Ohne Zugabe von Suramin Natrium 

15 bilden sich in Suspensionskultur sehr grosse Aggregate 
(siehe Bild 7). Diese entstehen in geruhrter (Spinner 
Oder Bioreaktor) wie in ungeriihrter Suspensionskultur in 
BSA (Rinder Serum Albumin) beschichteten T-Flaschen. Die- 
se Aggregation wird durch Zugabe von 1 mg/ml Suramin Na- 

20 trium zum Kulturmedium ganzlich verhindert. Die Morpholo- 
gieanderung nach Suramin Zugabe ist in Bild 8 darge- 
stellt. Die Wachstumsparameter einer Spinnerkultur von 
BHK 21 Zellen in suraminhaltigem Medium sind in Figur 9 
dargestellt. Die Eigenschaf ten dieser Zellkulturen eignen 

25 sich besonders fur den Einsatz in Produktionsprozessen, 
besonders hinsichtlich einfacher Handhabung, geringer 
Einsaatdichten sowie schnellen Wachstums zu hohen Zell- 
dichten bei gleichzeitiger Verhinderung von Aggregaten. 

30 

Beispiel 6 

Entfernunq von Suramin Natrium aus Protein 
Losunqen 

35 Zur Entfernung von Suramin Natrium aus Prote- 

inlosungen (z.B. Zellkulturiiberstanden ) wurde die Methode 
der Ultrafiltration gewahlt. Als Modellprotein wurde 
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Hinder Serum Albumin (BSA) gewahlt. Dieses Protein zeich- 
net sich durch seine hohe Adsorptions fahigkeit aus. Einer 
1 mg/ml BSA Losung wurde Suramin Natrium in Mengen wie 
S1 e xm Zellkulturmedium vorhanden sind (500 ug/ml) zuge- 
5 geben. 100 ml dieser Losung wurde NaCl in einer Konzen- 
tration von 1 M zugegeben. Diese Losung wurde durch eine 
Membran mit einer Porengrosse von lO'OOO Dalton ultrafil- 
trxert. Das Filtrat wurde in 100 ml einer 1 M Kochsalz- 
losung aufgenommen und filtriert; dieser Vorgang wurde im 
10 ganzen dreimal durchgef tthrt . Das so gereinigte Filtrat 

wurde in Wasser aufgenommen, so dass eine 1 mg/ml BSA Lo- 
sung resultierte. Der Restgehalt an Suramin Natrium wurde 
mxttels uv-spektroskopie ermittelt. Dabei konnte durch 
Vergleich mit Ref erenzspektren von Suramin/BSA Masslosun- 
gen eine Restkonzentration von 0,5 Mg/ml ermittelt werden 
(Fxguren 9 und 10). Bezogen auf die Anf angskonzentration 
wurden somit 99,9 % des Suramin Natriums der ProteinlS- 
sung entzogen, d.h. nach der Reinigung befand sich pro 5 
Molekiile BSA nur ein Molekul Suramin Natrium in der L6- 
20 sung. 



WO9d/07730 



18 



PCT/CH95/00191 



Patentanspriiche 

1- Serumfreies und insbesonders serum- und 
proteinf reies Kulturroedium, dadurch gekennzeichnet , dass 
5 es mindestens eine suraminahnliche Verbindung enthalt. 

2. Kulturroedium, dadurch gekennzeichnet, dass 
die suraminShnliche Verbindung ein zumindest teilweise 
wasserlosliches Salz eines sulf onierten, gegebenenf alls 
Alkyl-substituierten aromatischen Oligoamidharnstof f 

10 enthalt, der der allgemeinen Formel I 

(Ar - X ) -Ar I 
R m R m 

entspricht, in der 

Ar = unabhangig voneinander Phenyl oder 

Naphthyl ist, 
R = unabhangig voneinander Wasserstof f oder 
eine niedere Alkylgruppe mit 1 bis 4 C- 
Atomen bedeutet, 
R' - -S0 3 Y ist, wobei 

Y - unabhangig voneinander ein Aequivalent 

eines Rations ist, insbesonders Na, K, 

Li O 

It 

X = unabhangig voneinander -NH-C- oder 

O 
D 

-NH-C-NH- bedeuten, 

30 n und m unabhangig voneinander ganze Zahlen 

von 0 bis 7 bedeuten, deren Summe pro 
Ar nicht grosser als 7 ist und wobei im 
Gesamtmoleklil mindestens ein Substitu- 
ent R' vorhanden sein muss, und 

35 p = 1 bis 20 ist. 

3. Kulturmedium gemass Anspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass p = 5 ist. 
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4. Kulturmedium gemass Anspruch 2 oder 3, 
dadurch gekennzeichnet , dass R unabhangig voneinander -H 
Oder -CH 3 und R« = -S0 3 Na und die Summe viber alle m im 
Molekiil >2 ist. 

5. Kulturmedium gemass Anspruch 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die suraminahnliche Verbindung die 
folgende Strukturf ormel II 



10 



15 



•uo,s 




NM-CO 



SO,N* 




CM, M,C 



NH— CO— MH 




H40,S 




so,«. 



SO,N. 



II 



20 



25 



30 



35 



besitzt. 

6. Kulturmedium gemass einem der Anspruche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass es eine suramin- 
ahnliche Verbindung in einer Konzentration von 8 -10-5 bis 
10 -3 molar enthalt. 

7. Tierzellkultur mit suspendierten, im we- 
sentlichen nicht aggloroerierten Tierzellen in einem se- 
rumfreien Medium, dadurch gekennzeichnet, dass das Medium 
ein Medium gemass einem der Anspruche 1 bis 6 ist. 

8. Tierzellkultur gemass Anspruch 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Tierzellen Saugetierzellen sind. 

9. Tierzellkultur gemass Anspruch 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Tierzellen Chinese Hamster Ovary 
Oder Baby Hamster Kidney Zellen sind. 

10. Verwendung von suraminahnlichen Verbin- 
dungen als Zusatz zu serumfreiem, insbesondere serum- und 
proteinf reiem Kulturmedium. 

11. Verwendung gemass Anspruch 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass die suraminahnliche Verbindung eine 
Verbindung entsprechend der allgemeinen Formel I gemass 
Anspruch 2 enthMlt. 
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12. Verwendung gemass Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass p = 5 ist. 

13. Verwendung gemass Anspruch 11 Oder 12 , 
dadurch gekennzeichnet, dass R unabhangig voneinander 

5 Wasserstoff oder -CH 3 bedeuten und R'= -S0 3 Na und die 
Summe aller m in Molekiil > 2 ist. 

14. Verwendung gemass Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass als suraminahnliche Verbindung eine 
Verbindung der Strukturf ormel II gemass Anspruch 5 ver- 

10 wendet wird. 

15. Verwendung gemass einem der Anspriiche 9 
bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass das Kulturmedium FMX 
8 ist* 

16. Verfahren zum Zuchten von Tierzellen in 
15 serumfreiem und insbesonders in serum- und proteinf reiem 

Medium, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen in ein 
Kulturgefass transferiert werden, welches ein Kulturme- 
dium gemass einem der Anspriiche 1 bis 6 enthalt, und dass 
sie bei nachf olgenden Verdiinnungsstufen ebenfalls in Kul- 
20 turgefasse, enthaltend ein Kulturmedium gemass einem der 
Anspriiche 1 bis 6, weitertransf eriert werden. 

17. Verwendung von FMX 8 zur adharenten Kul- 
tivierung von Baby Hamster Kidney Zellen. 
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Figur 3: 
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200 




Zeit [h] 



Medium: FMX 8 ♦ 0.5 mg/ml Suramin Natrium + 3 mg/ml HEPES 

Tcmpcratun 37°C 

rpm:40 

Aonosph&rt: S% Koblendioxid in Luft 
jimax=0.87 /d (VerdopplungsztU = 19 b) 
Max. Zclldichtc: 900*000 Zdl en/ml 
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Medium: FMX 8 ♦ 0.5 mg/ml Suramin Natrium Zeit M 

Arbcitsvolumcn: 131 

Temperatun37 D C 

rpm: 580 

pH:7.3 

pO : 50% Luftsauemoffs&uigung 
MJnax«1.05/d(Vcrdopplungszcila 15.8 h) 
Max. ZeUdicbte: 2700000 Zcllcn/mi 
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Figur 5: 



Lebendzdldichte 




Zeit [h] 

Medium: FMX 8 + 0.5 mg/ml Suramin Natrium + 3 mg/ml HEPES 
Temperatun 37*C 
rpm: 40 

Atmospbarc: 5% Koblendioxid in Luft 
umax=0.85 /d (Verdopplongszett » 19.5 b) 
Max.ZeUdichte: 830*000 2cllcn/ml 
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Bild 8: 
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Figur 9: 
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